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I. RESUMEN 
 
Se realizó el estudio electroforético de proteínas seminales totales de 18 individuos de 
poblaciones silvestres de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, procedentes de  Tarma, 
Ayacucho y Cajamarca, en geles de poliacrilamida con Sodio Dodecil Sulfato SDS-PAGE. 
Las proteínas fueron extraídas a partir de la harina de la semilla mediante el uso de un 
buffer de extracción que contenía 0.5M Tris-HCl (pH 8.0), 0.2% SDS, 5M úrea y 1% 2-
mercaptoetanol, glicerol al 10 % (v/v). La cantidad de proteínas se determinó  mediante el 
método de Biuret. Asimismo mediante el análisis densitométrico se logró identificar 22 
bandas proteicas las cuales mostraron diferencias en sus movilidades. De esta manera se 
obtuvieron modelos electroforéticos diferentes para algunos de los individuos y mediante 
un análisis de conglomerados (método UPGMA) se obtuvo un dendrograma que mostró la 
distinción entre individuos en dicho carácter, permitiendo expresar las diferencias entre 
ellos. Se identificó que existen bandas únicas las cuales solamente se encuentran en 
individuos de Cajamarca (banda de 94-91 kDa y de 49-46 kDa) y bandas que son 
excluyentes pues solamente se encuentran en individuos de Tarma y Ayacucho (64-61 
kDa). Por lo que se concluye se concluye que la cantidad de proteínas no guarda relación 
con la zona de procedencia, que los individuos analizados comparten un mismo acervo 
genético y que  el patrón electroforético de la semillas de “tara” analizadas permite 
identificar su procedencia geográfica. 
Palabras clave: proteínas de reserva de semilla, Tara, SDS-PAGE, Caesalpinia 
spinosa, diversidad genética. 
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II. ABSTRACT 
 
The electrophoretic analysis of total seed proteins of 18 individuals from wild populations 
of Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, from Tarma, Ayacucho and Cajamarca was 
performed in polyacrylamide gels Sodium Dodecyl Sulfate SDS-PAGE. It was possible to 
identify 22 protein bands which showed differences in their mobilities. Proteins were 
extracted from the seed meal using an extraction buffer containing 0.5M Tris-HCl (pH 8.0), 
0.2% SDS, 5M úrea y 1% 2-mercaptoetanol, glicerol al 10 % (v/v). The amount of protein 
was determined by Biuret method. Also, by densitometric analyses, it was posible to 
identify 22 protein bands which showed differences in their mobilities. 
Thus, different electrophoretic patterns for some of the individuals were obtained and the 
distinction between individuals in such capacity was showing by using using a cluster 
analysis (UPGMA method) dendrogram, allowing to express the differences between them 
was obtained. It can be inferred from cluster analysis that individuals from the three 
locations share the same gene pool, but there were only single bands found only in 
individuals of Cajamarca (94-91 kDa and 49-46 kDa bands) and bands that were 
exclusively found in Ayacucho and Tarma individuals (64-61 kDa). It is concluded that the 
amount of protein is not related to the origin, the samples analyzed share a common gene 
pool and the electrophoretic pattern of the seeds of "tara” can identify their geographical 
origin. 
Key words: seed storage protein, Tara, SDS-PAGE, Caesalpinia spinosa, genetic 
diversity. 
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III. INTRODUCCIÓN 
 
La tara, cuyo nombre científico es Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze  “tara”, es una 
especie forestal nativa originaria del Perú empleada de diversas maneras desde la época 
pre-hispánica; por ejemplo, como agente terapéutico en la medicina folklórica o popular, 
como  madera en la construcción de casas, fabricación de herramientas agrícolas y como 
combustible (Pro Found-Advisers In Development, 2008). 
Se estima que el Perú es el principal productor de tara en el mundo aportando 
aproximadamente el 80% de la producción mundial; por sus características naturales esta 
especie se encuentra básicamente en bosques naturales y, últimamente, en parcelas 
agroforestales en donde se viene incorporando como una nueva opción dentro de las 
actividades agroforestales comerciales. Entre 1993 y 2003, la producción de tara en Perú 
aumentó de aproximadamente 6,000 toneladas a 13,264 toneladas de vainas (Pro Found-
Advisers In Development, 2008). 
La industria que requiere de productos derivados de “tara” se abastece principalmente de 
poblaciones silvestres; sin embargo, muchas de éstas se encuentran afectadas por 
patógenos o por falta de recursos hídricos, lo que reduce significativamente su 
productividad; además,  los centros de acopio reciben tara de diferente calidad  lo que 
hace que los costos de producción a nivel industrial fluctúen de una campaña a otra 
(Consultora Málaga-Webb y Asociados, 2009) 
El Perú tiene sus principales núcleos acopiadores  en los departamentos de Cajamarca, 
La Libertad, Ayacucho, Lambayeque, Huánuco y Ancash (Consultora Málaga-Webb y 
Asociados, 2009). Estudios recientes a nivel bioquímico brindan valioso aportes acerca 
del contenido de fenoles y flavonoides presentes en los frutos de poblaciones ubicadas en 
localidades como Tarma (Departamento de Junín), que si bien no son grandes 
acopiadoras, pueden ofrecer un alto contenido de estos compuestos (López et al., 2011).  
A pesar de ser una especie arbustiva económicamente importante, pocos trabajos de 
caracterización se han llevado a cabo. En la provincia de Huanta y Huamanga (Ayacucho) 
se han identificado diversos cultivares de “tara”, asimismo se ha elaborado y validado una 
clave dicotómica, la distribución altitudinal de los biotipos y se ha caracterizado las 
condiciones ambientales de los pisos ecológicos de los biotipos (Portal, 2010). No se han 
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llevado a cabo estudios de proteínas seminales para caracterizar la diversidad genética 
de las distintas poblaciones de tara en el Perú. 
Las especies poseen una diversidad genética que es la base de su capacidad de 
responder ante los cambios que puedan suscitarse en su medio (adaptabilidad).  Una 
especie con baja variabilidad genética será más vulnerable ante los cambios que se 
producen en los ecosistemas, con lo que se incrementará el riesgo de extinción de las 
especies que en el habitan (Mace,  Gittleman y Parvis, 2003). 
En el Perú existen ecotipos o variedades de tara que están relacionadas a la zona de 
producción; así, en zonas con suelos menos ácidos la tara presenta mayor contenido de 
taninos. Este aspecto es importante porque la siembra de la tara generalmente se hace a 
partir de semilla sexual. La colecta de la semilla se realiza en poblaciones silvestres y se 
basa en la identificación de árboles “plus”, es decir, aquellos que presentan características 
de alto contenido de taninos y/o mayor producción de vainas; este aspecto es importante 
debido a que todos los productos comerciales se extraen principalmente de la vaina 
(Mancero, 2008). 
El posicionamiento del Perú como primer productor mundial es un status que actualmente 
se mantiene por las poblaciones silvestres de tara, sin embargo la producción media 
anual no alcanza a satisfacer la demanda de los países que obtienen productos derivados 
de la misma. Para aumentar la producción se debe implementar  programas de 
mejoramiento genético, y la caracterización de la diversidad genética de individuos de las 
poblaciones silvestres como un punto de partida importante para implementar dichos 
programas  (Villanueva, 2007). 
Uno de los trabajos más completos de caracterización de la diversidad genética a nivel 
morfológico, se realizó en Ayacucho, en el cual se  estableció la distribución altitudinal y la 
elaboración de  una clave dicotómica y pictórica de biotipos de Caesalpinia spinosa 
(Molina) Kuntze (Portal, 2010), sin embargo cabe mencionar que en este trabajo no se 
evaluó las proteínas de reserva de la semilla.  
Actualmente,  los sistemas de medición de la diversidad genética más empleados se 
basan en los marcadores. Estos marcadores pueden ser tanto ADN (moleculares) como 
sustancias que son la expresión de los genes: proteínas y metabolitos secundarios 
(bioquímicos), los cuales presentan regulación genética sencilla y para las que suele ser 
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frecuente encontrar variación (Müller-Starck y Schubert, 2000). Uno de estos marcadores 
son las proteínas de reserva de la semilla, cuyo papel biológico es ser fuente de 
aminoácidos para los procesos de síntesis que tienen lugar durante la germinación. El 
valor de las proteínas de reserva de semillas como marcadores genéticos radica en que 
éstas se caracterizan por presentar un alto grado de polimorfismo, limitada influencia del 
medio ambiente en su patrón electroforético, un control genético simple, una base 
molecular compleja de la diversidad genética y homologías entre las proteínas de reserva 
que se extienden a través de taxones. El estudio de estas proteínas ha demostrado ser 
útil en la identificación de los antepasados silvestres (para trazar el proceso de 
domesticación) y la identificación de homologías entre genomas (identificación de 
donantes de genoma en anfiploides) de forma muy económica (Gepts, 1990). Los 
patrones electroforéticos de proteínas seminales,  han demostrado ser de utilidad para el 
estudio de la variabilidad intraespecífica en varias familias de plantas y en especial en 
Leguminosas (Thome et al., 1995; Przybylska y Zimniak-Przybylska, 1997; Burghardt y 
Palacios, 1998), aunque no permiten distinguir entre homocigotos dominantes y 
heterocigotos. 
Una técnica ampliamente utilizada para el estudio de las proteínas ha sido la 
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE); ésta técnica se trata de un tipo de 
electroforesis desnaturalizante en la que las muestras se desnaturalizan por calor en 
presencia de agentes desnaturalizantes (β-mercaptoetanol, que destruye los puentes 
disulfuro, SDS que desnaturaliza y recubre a la proteína con cargas netas negativas), y se 
aplica un voltaje con la finalidad que se separen como cadenas polipeptídicas aisladas 
sobre un gel de poliacrilamida. La separación de los complejos SDS-proteína es 
proporcional sólo a la masa de la proteína pues todas tienen la misma carga por unidad 
de masa. Se puede entonces determinar el peso molecular aparente de cualquier proteína 
por comparación con un patrón de proteínas de pesos moleculares conocidos. Las 
movilidades de las proteínas en los geles de SDS-PAGE son funciones lineales del 
logaritmo de su peso molecular. (Laemmli, 1970) 
Además de su utilidad para el análisis de la diversidad genética, como fue señalado 
anteriormente,  las  proteínas de las semillas pueden distinguirse de otras proteínas por 
las siguientes características: (1) Estás proteínas se acumulan en altas cantidades 
durante el estadio medio de la maduración en el desarrollo de la semilla y son utilizadas 
durante la germinación. (2) Son sintetizadas sólo en la semilla (en los cotiledones o en el 
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endospermo) y no en otros tejidos. (3) Carecen de cualquier otra actividad funcional. (4) 
Se depositan principalmente en organelas especiales de conservación llamados cuerpos 
proteicos. (Mandal y Mandal, 2000). 
A partir de este estudio se pretende obtener datos de caracterización de la diversidad 
genética de individuos de poblaciones silvestres de  Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze 
“tara”, mediante el análisis de patrones electroforéticos de las proteínas de la semilla, de 
individuos de diferentes zonas geográficas con la finalidad de identificar posibles 
polimorfismos proteicos. Estos datos conjuntamente con otros estudios de caracterización 
a nivel citogenético y molecular permitirían a los productores de “tara” realizar una 
adecuada gestión de las poblaciones silvestres al momento de implementar un programa 
de mejoramiento genético,  pudiendo utilizar esta prueba para determinar el origen 
geográfico de las accesiones que pudieran incluirse en un banco de germoplasma.  
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IV. MARCO TEÓRICO 
 
IV.1. Biología de la especie Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” 
 
IV.1.1. Taxonomía 
 
Clasificación taxonómica según el Sistema de Clasificación de Cronquist (1988): 
 
Reino: PLANTAE  
      División: MAGNOLIOPHYTA  
            Clase: MAGNOLIOPSIDA  
      Subclase: ROSIDAE  
Orden: FABALES  
Familia: FABACEAE  
Género: Caesalpinia 
Especie: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.  
Nombre Vulgar: “tara” o “taya” 
 
Sinónimo: Caesalpinia tinctorea 
 
IV.1.2. Características Botánicas 
Árbol: Arbusto o árbol generalmente de 3 a 6 metros de altura con diámetro a la altura del 
pecho (DAP) de 20 a 25 cm. En la zona de Contumazá (Cajamarca) se encuentran 
ejemplares de tara de 10 m de altura y 30 a 40 cm de DAP. El fuste es corto, más o 
menos cilíndrico y a veces tortuoso. La copa de la tara es irregular, aparasolada y poco 
densa, con ramas ascendentes. Las ramas tiernas son lustrosas, de color pardo, con 
espinas de 2 a 7 mm, repartidas irregularmente. La corteza del tallo y de las ramas 
gruesas es áspera y fisurada, con cicatrices de color gris a marrón dejadas por las 
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espinas al caerse. La parte interna es de consistencia suave, fibrosa, color blanco-
amarillento que se vuelve pardo al contacto con el aire; de sabor amargo astringente. 
Hojas: Compuestas, bipinnadas, con 6 a 8 pares de foliolos opuestos. Los foliolos son 
lisos, glabros, de color verde claro en ambas caras cuando jóvenes y verde oscuro 
cuando adultas. Las hojas tienen de 8 a 12 cm de largo (incluido el pecíolo), y los folíolos 
de 2.5 a 3.5 cm  de largo por 1 a 1.5 cm de ancho. La tara es una planta de hojas 
perennes. En el raquis hay espinas en pares por cada par de folíolos. También tiene 
espinas en los pecíolos. 
Flores: De color amarillo o amarillo-rojizo, dispuestas en racimos de 8 a 15 cm de largo y 
100 flores cada uno. En el norte del país, como en Cajamarca por ejemplo, la floración es 
de septiembre a enero, y en el Valle del Mantaro (Junín) entre enero y marzo. (Pretell, 
Caña, Jon y Barahona, 1985). El tipo de inflorescencia es con racimos terminales de 15 a 
20 cm. de longitud de flores ubicadas en la mitad distal, flores hermafroditas, zigomorfas, 
cáliz irregular provisto de un sépalo muy largo de alrededor de 1 cm, con numerosos 
apéndices en el borde, cóncavo, corola con pétalos libres de color amarillento, dispuestas 
en racimos de 8 a 20 cm de largo, con pedúnculos pubescentes de 56 cm de largo, los 
pétalos son aproximadamente dos veces más grandes que los estambres. Cada árbol de 
“tara” puede rendir un promedio de 20 kg a 40 kg de vaina cosechándolos dos veces al 
año. (De la Cruz Lapa, 2004). 
Frutos: Son vainas  explanadas e indehiscentes de color rojizo-amarillo. Su tamaño usual 
es de 8 a 10 cm de largo y 1.5 – 2.5 cm de ancho, aunque es muy variable según la 
calidad de sitio en que crezca el árbol; contienen de 4 a 7 semillas. 
Semillas: Son ovoides, ligeramente aplastadas, miden aproximadamente 0.8 cm de ancho 
por 1 cm de largo. Cuando maduras son duras, de color pardo-oscuro, brillosas por estar 
cubiertas por una capa de cera. Cuando verdes presentan un mesocarpio comestible de 
consistencia blanda y transparente con cualidades similares al agar. (Pretell, Caña, Jon y 
Barahona, 1985). 
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IV.1.3. Distribución geográfica 
La distribución natural de la tara en el Perú fue descrito por el Dr. Weberbauer (1945) de 
la siguiente manera:  
• En la costa: En las colinas de suelo arcilloso o pedregoso, en la sección sur (Arequipa, 
parte de Ica) y en Lima (Cañete y Lima).  
• En los Andes occidentales del sur, en los valles de Corumas, de Cotahuasi, de Coracora 
y del rió Lomas, entre una altura de 900 y 2000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.).  
• En las vertientes occidentales de los Andes de Perú central: En los valles del rió Pisco, 
entre 800 y 2000 m.s.n.m., del río Rímac entre los 2400 y 2900 m.s.n.m. y en los Ocros 
entre 2300 y 2900 m.s.n.m.; en el Nepeña, entre 2000 y 2800 m.s.n.m. En el río Santa 
entre los 2000 y 2800 m.s.n.m. En los valles de Chuquicasa y sus originarios: Conchucos, 
Pampas, Santiago de Chucos entre 1550 y 2800 m.s.n.m.  
• En el flanco izquierdo de los valles del Apurímac con límite superior de 3150 m.s.n.m.  
• En los valles del Mantaro, la tara caracteriza las laderas desde Ayacucho hasta el río 
Pongora, se le encuentra entre los 2500 y 2900 m.s.n.m.   
 • En los valles del Campoden, Salahual, Sunchubamba, del sistema de río Chicama; en el 
sistema del río Jequetepeque entre los 1800 y 2800 m.s.n.m.  
• En las vertientes occidentales del extremo norte y los valles interandinos del mismo se 
encuentra la “tara” entre los 2000 y 2500 m.s.n.m.  
• Sobre Olmos en las vertientes entre 1300 y 2200 m.s.n.m. En Querecotillo y Cutervo 
entre 1700 y 2200 m.s.n.m.  
 
IV.1.4. Hábitat 
La tara es una especie muy plástica en clima y suelo, por lo que crece en los climas 
secos, cálidos y subcálidos de la costa, en la vertiente occidental de los andes y valles 
interandinos. 
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Debido a que su sistema radicular es circular, no es exigente en suelos, pues dicho 
sistema radicular le permite afrontar la sequedad del suelo, crecer bien en suelos francos, 
franco-arenosos y pedregosos, con un pH ligeramente ácido a medianamente alcalino (pH 
6-7.5). Su presencia es más frecuente en suelos lateríticos erosionados. No tolera suelos 
alcalinos ni soporta heladas. (Andía, 1994). 
IV.2. Estudio de la diversidad genética de Caesalpinia spinosa (Molina) 
Kuntze “tara” 
 
Uno de los trabajos de caracterización de la diversidad genética consintió en identificar 
para las provincias de Huanta y Huamanga diversos cultivares de “tara”: morocho, 
almidón común, almidón gigante, roja ayacuchana, precoz y verde esmeralda; con la 
finalidad de identificar el biotipo en campo, se establecieron como objetivos elaborar y 
validar una clave dicotómica, la distribución altitudinal de los biotipos y caracterizar las 
condiciones ambientales de los pisos ecológicos de los biotipos. La muestra estuvo 
constituida por 5 inflorescencias, 50 vainas maduras y 50 semillas maduras de cada uno 
de los 6 cultivares de tara, en base a los caracteres que sostienen la variabilidad de los 
cultivares que les son propios como únicos que permiten distinguirlo uno de otro, se ha 
generado una clave dicotómica y pictórica a partir de un par único de proposiciones que 
se contradicen, elaborado con una disposición “en paralelo” con ciertos rasgos de la 
planta fácilmente detectables y que funcionen como recursos prácticos para conseguir, 
rápidamente, la identificación de los 6 cultivares de tara. La evaluación de la distribución 
altitudinal de los cultivares de tara se realizó por medio de dos transectos altitudinales 
lineales: la primera Ayacucho – Quinua y la segunda Muyurina – Acosvinchos, se 
identificaron 5 cultivares de tara: almidón común, almidón gigante, morocho, roja 
ayacuchana y verde esmeralda distribuidos entre los 2485 a 3016 msnm, donde cada 
cultivar está limitado a un rango altitudinal, almidón común de 2485 a 2584 msnm, 
almidón gigante de 2480 a 2600 y 2800 a 3016 msnm, morocho de 2530 a 2650 msnm, 
roja ayacuchana de 2746 a 2900 msnm y el verde esmeralda de 2866 a 3000 msnm, 
además su distribución altitudinal tiene relación con las formaciones ecológicas de estepa 
espinosa, bosque seco y húmedo, ocupando pisos ecológicos de monte bajo y montano 
(Portal, 2010) 
Las poblaciones de tara ubicadas en las lomas costeras del Perú, al parecer no se 
diferenciarían mucho unas de otras, esto debido al flujo génico que se habría dado por 
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actividades antropogénicas de las culturas precolombinas, sin embargo algunos 
haplotipos propios se encontrarían circunscritos a ciertas regiones geográficas, como en 
el caso de las poblaciones naturales de San Marcos en el departamento de Cajamarca 
(Balaguer et. al.,2011). 
IV.3. Proteínas de semilla como marcadores de la diversidad genética 
 
En la actualidad existen diversos métodos analíticos para el estudio de las proteínas de 
reserva, la técnica de mayor uso en estudios de diversidad ha sido la electroforesis 
denaturante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) por presentar una buena resolución 
de las proteínas. 
El uso de proteínas de reserva en sistemática y diversidad genética se basa en el hecho 
que las proteínas de diferentes individuos, poblaciones y especies son homólogas, y que 
al separarse en un gel producirán bandas similares o diferentes. Debido a que las 
proteínas de reserva carecen de actividad enzimática, ellas son detectadas en el gel por 
medio de técnicas generales de teñido (Becerra y Paredes, 2000). 
Estudios genéticos han demostrado que los patrones de bandas de las proteínas de 
reserva son heredados como características discretas y en forma codominante, 
observándose en algunos casos un efecto maternal (Leonard et al., 1988). El número de 
genes que controlan estas características es reducido y varía de acuerdo a la especie 
(Gepts, 1990). Como marcador bioquímico las proteínas de reserva tienen una baja 
influencia ambiental, aunque se han reportado algunas excepciones (Gayler y Sykes, 
1985) además, permite un análisis rápido de decenas de muestras por ser un método 
simple y de bajo costo comparado con otras técnicas. 
Sin embargo, los distintos patrones electroforéticos detectados pueden tener una base 
molecular compleja que puede incluir sustituciones, inserciones y pérdidas nucleotídicas. 
También las diferencias pueden ser causadas por modificaciones pre y post transcripción 
y/o traducción. Hasta ahora ha sido difícil relacionar los cambios fenotípicos de los 
patrones de bandas con el tipo de cambio a nivel molecular. Por otro lado, la cantidad de 
diversidad genética mediante polimorfismo proteico puede ser subestimada por la no 
detección de mutaciones silenciosas. 
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El polimorfismo de las proteínas de reserva en semillas ha sido utilizado para identificar y 
distinguir genotipos cultivados y silvestres en numerosas especies, tales como: frejoles 
(Phaseolus vulgaris) (Gepts y Bliss, 1986), trigo (Triticum aestivum) (Meachman y 
Qualset, 1978), cebada (Hordeum vulgare) (Nebo et al, 1983), arveja (Pisum sativum) 
(Casey et al, 1986) y maíz (Zea mays) (Wilson, 1985). En algunas especies, como es el 
caso del frejol, esta técnica fue tan eficaz que mediante el estudio de un locus fue posible 
determinar por primera vez la organización de la diversidad genética de la especie (Gepts, 
1990), situación que ha sido comprobada más tarde con el uso de isoenzimas y 
Fragmentos de Restricción polimórficos (RFLP) (Koenig y Gepts, 1989; Becerra y Gepts, 
1994). 
IV.4. Las proteínas de semilla en leguminosas 
 
IV.4.1. Proteínas de la semilla 
Las semillas son de vital importancia para el hombre ya que, son el principal órgano de 
propagación y dispersión de las plantas, además de ser uno de los tejidos más 
cosechados y utilizados directa e indirectamente en la alimentación humana y animal. La 
importancia de la semilla se debe en gran parte, a la calidad nutritiva aportada por la 
presencia de proteínas que se acumulan dentro de ellas, dichas proteínas poseen elevado 
valor alimenticio, tanto que en ocasiones logran sustituir a las proteínas de origen animal 
(Higgins, 1994; Herman y Larkins, 1999; Gruís et al., 2004; Peralta, 2004). 
Las proteínas de las semillas se encuentran en una capa conocida como aleurona y en 
cotiledones, se pueden clasificar en tres categorías:1) Proteínas estructurales y 
metabólicas, necesarias para el crecimiento y desarrollo normal de la planta; 2) Proteínas 
de protección, protegen a las semillas contra diferentes tipos de daño biótico y abiótico y 
3) Proteínas de reserva, que sirven como almacén de aminoácidos y son metabolizadas 
durante la germinación para fungir como fuente de nitrógeno, carbono y azufre para las 
etapas iniciales del desarrollo de las nuevas plantas (Casey y Domoney, 1984; Shewry, 
2002). Por lo anterior y dado que las proteínas de reserva generalmente constituyen una 
gran proporción del total de proteína en la semilla. 
 13 
 
IV.4.2. Proteínas de reserva de la semilla 
Las proteínas de reserva determinan el contenido de proteína total en la semilla, así como 
también en la calidad nutricional y las propiedades funcionales de los alimentos derivados 
de estos granos (Argos et al., 1985). La cantidad de proteínas en semillas desde un 10% 
en peso seco en cereales hasta un 40% en leguminosas y oleaginosas (Shewry y 
Harlfold, 2002). Las proteínas de reserva llegan a representar hasta el 60% del total de 
proteínas en semillas de soya (Mooney y Thelen, 2004). Se sintetizan y acumulan durante 
la etapa media del desarrollo del grano y se almacenan en grandes cantidades en forma 
de agregados subcelulares llamados “cuerpos proteícos” hasta que se hidrolizan durante 
la maduración, imbibición y germinación de la semilla. Estas proteínas son la principal 
fuente de nitrógeno y energía para las semillas y el fruto durante el crecimiento 
reproductivo y la rápida expansión de las estructuras vegetativas después del período de 
dormancia y durante la germinación (Casey y Domoney, 1984). 
Debido a la abundancia, importancia económica y alimentaria las proteínas de reserva 
fueron las primeras que se estudiaron en semillas y se las clasificó en cuatro grupos en 
base a su solubilidad en diferentes agentes extractantes: albúminas, solubles en agua; 
globulinas, solubles en soluciones salinas (NaCl); prolaminas, solubles en soluciones 
alcohólicas; y glutelinas, que se solubilizan en condiciones severas (Osborne, 1907). Esta 
es la clasificación más utilizada. 
Fukushima, (1991) por otro lado las dividió solamente en dos grandes grupos: prolaminas 
que engloba a albúminas y globulinas que incluye a glutelinas; en base a la estructura 
genética, las homologías de la estructura primaria y las formas de acumulación dentro de 
la semilla. 
IV.4.3. Los tipos de proteínas en las semillas 
 
IV.4.3.1. Prolaminas 
Con excepción de avena y arroz, la principal proteína de reserva almacenada en el 
endospermo del grano de todos los cereales son prolaminas. Esla fracción proteínica 
soluble en un rango que va desde el 50 hasta el 90% de etanol. Estas proteínas poseen 
grandes cantidades de prolina y ácido glutámico; es la principal fracción de proteínas de 
reserva de cereales como maíz y trigo, mientras que en arroz la principal fracción son las 
glutelinas (Lásztity, 1984; Shewry et al., 1984; Fukushima, 1991; Moya et al., 2002). Los 
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análisis electroforéticos, ya sea en forma nativa o después de la reducción de los enlaces 
disulfuro, muestran que la fracción prolamina es una mezcla compleja de polípeptidos de 
aproximadamente 50 componentes, poseen un peso molecular que varía enormemente 
desde 10 kDa hasta 100 kDa. Son proteínas monoméricas, por lo general ricas en azufre 
y las de alto peso molecular aparecen como polímeros unidos por puentes disulfuro 
intermoleculares. Asimismo, la composición de aminoácidos y secuencias específicas son 
muy variables, por tal motivo ha sido difícil definir propiedades específicas para todas las 
proteínas pertenecientes a este grupo (Coleman y Larkis, 1999). La estructura de este tipo 
de proteínas es mucho más variable que la de cualquier otro tipo de proteína de reserva y, 
aunque se cree que las prolaminas se acumulan en las semillas de la familia Triticeae 
(trigo, cebada, centeno) y a la familia Panicoideae (maíz, sorgo, mijo), tienen un origen 
evolutivo distinto (Sherwry y Harforf, 2002), pues existe una extensa variación entre 
diferentes cultivares en el número y propiedades electroforéticas (Shewry et al., 1980). 
IV.4.3.2. Glutelinas 
Las glutelinas son más difíciles de definir y de entender, son insolubles en agua, etanol y 
en soluciones salinas, sólo se solubilizan en medios ácidos (pH 2) o en álcalis (pH 12). 
Estas proteínas se pueden encontrar en los cereales, tales como la glutenina en el trigo y 
la oryzenina en el arroz. Se encuentran agregadas en complejos de muy alto peso 
molecular que aún en presencia de solventes drásticos son difíciles de disolver (Tatham y 
Shewry, 1985). Se conocen dos grupos principales de subunidades: las de bajo peso 
molecular y las de alto peso molecular. Las glutelinas, al igual que las prolaminas, 
generalmente son las encargadas de las propiedades reológicas, como conferir 
viscosidad y elasticidad a los alimentos (Herrera et al., 2003). 
IV.4.3.3. Albúminas 
Las albúminas son solubles en soluciones salinas muy diluidas y en agua; fueron 
definidas como un grupo cuando Youle y Huang (1981) aislaron y caracterizaron 
fracciones de albúminas 2S de semillas de 12 especies. Una albúmina 2S está constituida 
de dos subunidades de aproximadamente 30-40 y 60-90 residuos, respectivamente; con 
dos enlaces disulfuro intercadena y dos enlaces en la subunidad grande. La presencia de 
metionina en estas proteínas es de gran interés y las que más se han estudiado son las 
proteínas de la nuez de Brasil (19 metioninas de 101 residuos) y el girasol (16 metioninas 
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de 103 residuos). Poseen en general pesos moleculares inferiores a 100 000, lo que es 
relativamente bajo. 
La función principal de la albúmina 2S es indudablemente de reserva; sin embargo, 
algunos componentes han mostrado actividad biológica como inhibidores de proteasas y 
como proteínas de defensa (Svendsen et al., 1994; Genov et al., 1998). A causa de la 
solubilidad en agua necesitan elevadas concentraciones de sales neutras para precipitar 
(Klages, 1968). 
IV.4.3.4. Globulinas 
Las globulinas son el grupo de proteínas de reserva más ampliamente distribuido en la 
naturaleza, conforman la mayor parte de las proteínas en ciertos granos, por lo que han 
sido ampliamente estudiadas, principalmente en leguminosas como chícharo, soya y frijol 
(Shewry, 1995). Este grupo de proteínas corresponden a la fracción soluble en soluciones 
salinas, son las proteínas de reserva más abundantes en especies dicotiledóneas, aunque 
también se encuentran en menor proporción en algunas monocotiledóneas (incluyendo 
algunos cereales). De modo que representan alrededor del 10% del total de proteínas en 
semillas de cereales y más del 85% del total de proteínas en semillas de leguminosas 
(Branlard y Bacel, 2006). Las globulinas son sintetizadas en el retículo endoplásmico 
rugoso, incluyendo la presencia de un péptido señal y transferidas al lumen donde el 
péptido señal es cortado co-traduccionalmente, transportadas mediante las vesículas del 
aparato de Golgi y depositadas en la vacuola de la semilla en desarrollo, donde son 
empaquetadas en cuerpos proteínicos (Casey et al., 1986). 
Las globulinas se clasifican en base al coeficiente de sedimentación en gradiente de 
sacarosa en: 7S (7S-8S) o tipo-vicilina y 11S (11S-13S) o tipo-legumina (Sherwry, 2002). 
En las proteínas 11S se forma un enlace disulfuro, seguido por corte del polipéptido con 
proteasas específicas, mientras que las globulinas 7S son glicosiladas para luego ser 
ensambladas; ambos grupos de globulinas muestran diferencias en estructura, lo cual es 
el resultado del procesamiento postraduccional (Casey et al., 1986). 
En general, son deficientes en aminoácidos azufrados metionina y cisteína, aunque en el 
caso de las 11S se observan mayores niveles de éstos (Shewry et al., 1995). En 
leguminosas como frijol las globulinas representan hasta el 60% del contenido de proteína 
total del grano, mientras que en soya representan hasta el 90% (Duranti y Gius, 1997). 
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En soya, girasol y cacahuate se obtienen globulinas como un subproducto de la 
extracción del aceite y son comercializadas como aislados proteicos para suplementar 
algunos alimentos. Los aislados proteicos se usan principalmente como sustitutos de 
carne porque reducen el contenido de aceite e incrementan los niveles de proteína, 
además de aminorar los costos de producción (Lambert y Yarwood, 1992; Fukushima, 
1994). Salcedo-Chávez et al (2002) reportaron la obtención de aislados proteínicos de 
amaranto mediante precipitación isoeléctrica. Los autores encontraron que tanto el pH de 
extracción como el de precipitación tienen un efecto importante sobre los atributos de 
calidad de los aislados obtenidos (contenido de proteína, índice de blancura, entalpía de 
transición y temperatura de desnaturalización). Mediante la metodología de superficie de 
respuesta se encontró que valores de pH de 8.0 y 9.2 para la etapa de extracción y pH de 
5.7 para la precipitación permiten la obtención de aislados con los mejores atributos de 
calidad, similar a los aislados de soya. 
IV.4.3.4.a. Globulinas 7S 
Son proteínas triméricas cuyo peso molecular varía de 150 a 190 kDa, están constituidas 
por subunidades de 40 a 70 kDa que pueden ser iguales o diferentes (el procesamiento 
proteolítico puede permitir en algunas especies la generación de polipéptidos más 
pequeños, mientras que el polimorfismo puede resultar de la glicosilación). No pueden 
formar enlaces disulfuro debido a que las subunidades que las componen carecen de 
unidades de cisteína. La subunidad básica inicial tiene un peso molecular de 50 kDa pero, 
debido a un extensivo procesamiento postraduccional del tipo proteolítico y glicolítico, se 
convierte en subunidades cuyo tamaño varía considerablemente. Por ejemplo, las 
subunidades de vicilina de chícharo se sintetizan inicialmente como polipéptidos de 47-50 
kDa, aunque después del procesamiento postraduccional se convierten en subunidades 
de 12.3-33 kDa (Casey et al., 1986; 1993). Estas subunidades son difíciles de purificar y 
caracterizar; a pesar de ello y como resultado de la clonación y análisis molecular de los 
genes que codifican algunas de ellas se ha logrado deducir el origen y sitios de 
rompimiento hidrolítico, así como los sitios de glicosilación (Shewry et al., 1999) 
La globulina 7S más ampliamente estudiada es la β-conglicina de soya porque es una de 
las proteínas de reserva más abundantes en la semilla de este cultivo. Es una proteína 
trimérica compuesta de tres subunidades: α (67kDa), α‟(71kDa), y β (50kDa) y como 
característica importante tiene la capacidad deformar homo y heterotrímeros de las 
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mismas subunidades constituyentes, lo cual genera un perfil variable en el 
comportamiento fisicoquímico (Maruyama et al., 2004). 
IV.4.3.4.b. Globulinas 11S 
Son las proteínas de reserva más ampliamente distribuidas no solamente en la mayoría 
de leguminosas sino también en muchas otras dicotiledóneas (por ejemplo brasicáceas, 
compositaceas y cucurbitáceas y en algunos cereales(cebada y arroz). Se almacenan en 
los tejidos de reserva, tanto de embrión como de endospermo (Shewry et al., 1999). Son 
oligómeros hexaméricos cuyas subunidades interaccionen por enlaces no covalentes y 
tienen un peso molécular de 50-60 kDa (Plietz et al., 1986; Wright, 1987). Cada subunidad 
es sintetizada como una sola cadena de 55 kDa más la secuencia del péptido señal; luego 
es cortada proteolíticamente para producir una cadena ácida de 30-40 kDa y una básica 
de 20-25 kDa enlazada por un puente disulfuro (Nielsen et al.,1995). Las cadenas ácidas 
son generalmente hidrofílicas y las básicas hidrofóbicas y se ha propuesto que los 
polipéptidos básicos están ocultos en el complejo 11S y los ácidos están expuestos en la 
superficie (Gueguen y Azanza, 1985; Fukushima, 1991), como es el caso de la globulina 
11S de amaranto o amarantina (Barba de la Rosa et al., 1996). Bajo condiciones 
desnaturalizantes, los hexámeros se pueden disociar en trímeros y posteriormente en 
monómeros; además, los polipéptidos constituyentes (ácido y básico) de cada subunidad 
pueden disociarse bajo condiciones reductoras que permite la disociación del enlace 
disulfuro que los mantiene unidos covalentemente (Tai et al., 1999). 
En general, las globulinas 11S están compuestas de diversas clases de subunidades. Un 
ejemplo característico de heterohexámero es la glicina de soya que está formada de cinco 
clases de subunidades, grupo I: A 1aB1b, A2B1a, A1bB2, grupo II: A5B4B3. Cada 
subunidad está compuesta de un polipéptido ácido de masa molecular aproximada de 32 
kDa y un polipéptido básico de tamaño aproximado de 20 kDa, ambos unidos por un 
enlace disulfuro (Staswick et al., 1984; Adachi et al., 2003). Las estructuras moleculares 
de las globulinas 11S han sido estudiadas mediante microscopía electrónica y se han 
propuesto algunos modelos para la glicina (Badley et al., 1975; I‟Anson et al., 1987), 
heliantinina (Plietz et al., 1983), cruciferina (Plietz et al., 1986), legumina de chícharo 
(Miles et al., 1985) y ɣ-globulina de ajonjolí (Plietz et al., 1987). De los modelos 
propuestos el que ha sido más aceptado es la estructura de anti prisma trigonal. 
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IV.4.4. Los tipos de proteínas en las leguminosas, Caesalpinaceas y en 
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze 
Las albúminas  son un componente menor y las globulinas son un componente importante 
de las proteínas contenidas en las semillas de leguminosas (Ahmed et al., 1995). Las 
globulinas son  dos clases principales de proteínas, designadas como leguminas y 
vicilinas (Derbyshire et al, 1976;Vitale y Bollini, 1995). La composición de sus 
subunidades varía entre las especies de leguminosas, debido a la integridad proteica .El 
área y la intensidad de las bandas varía entre las especies de leguminosas, lo que podría 
explicarse por la heterogeneidad de proteínas.  
El perfil de proteínas es muy similar en la arveja y el frijol del campo, mientras que en el 
lupino blanco la proteína predominante tiene un peso de 70 kDa. Además, el patrón de 
proteínas al analizar las proteínas extraídas de la harina de seis genotipos de guisante 
son muy similares, excepto para el cultivar NS Pionir, cuyo perfil proteico muestra algunas 
diferencias (Nikolic et. al., 2012) 
De acuerdo con Bacon et al. (1987) las globulinas 11S en geles reductores  tienen 
subunidades proteicas básicas entre 21 y 24 kDa y una banda en 40 kDa que representan 
la subunidad ácida. Bajo las condiciones reductoras, una proteína de guisante tiene 
composiciones de péptidos similares como el gel no reductor, lo que sugiere una baja 
concentración de enlaces disulfuro (Adebiyi y Aluko, 2011). 
En los genotipos de guisante, las fracciones dominantes contienen proteínas entre 21 y 91 
kDa. Mediante el uso de los pesos moleculares reportados en la literatura, algunas 
bandas de proteínas se pueden clasificar como proteínas de reserva principales: la banda 
de proteína de 74 kDa corresponde a la convicilina, la de50 kDa a la vicilina, la banda de 
36 kDa a una α-legumina (a-legumina) y la de 24 kDa a la β-legumina (b-legumina) 
(Tztzaikas et al., 2004). Así, un gran polimorfismo molecular ha sido reportado en la 
legumina y vicilina en el frijol de campo (Tucci et al., 1991). En las variedades de frijol de 
campo, la principal globulina 11S subunidad presente en 63 kDa se descompone para 
formar subunidades en 41 y 22 kDa bajo condiciones reductoras.  
Las globulinas del lupino blanco: α- conglutina, globulina 11S, globulina 7S y β-conglutina, 
son proteínas en las que los monómeros consisten en un número de polipéptidos que van 
desde 16 a más de 70 kDa. Por otra parte, las semillas de altramuz blanco contienen dos 
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proteínas minoritarias, conglutinas g y d, que consisten en dos subunidades heterogéneas 
de 17 y 30 kDa (Scarafoni et al., 2001). g-conglutina poseía la mayor variación estructural, 
siendo compuesto por más de 20 cadenas de polipéptidos en lupino blanco, cubriendo 
una amplio rango de masas moleculares (15-65 kDa) (Santos et al., 1997) 
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V. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
V.1. Hipótesis de estudio 
 
El análisis de patrones electroforéticos de proteínas de reserva de la semilla permite 
caracterizar a individuos de poblacionales silvestres de Caesalpinia spinosa (Molina) 
Kuntze  “tara”. 
V.2. Objetivos 
 
V.2.1. Objetivo General 
Caracterizar individuos de poblaciones silvestres de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze  
“tara”  de los departamentos de Cajamarca, Ayacucho y Junín mediante análisis de 
patrones electroforéticos de proteínas de reserva de la semilla. 
 
V.2.2. Objetivos específicos 
 Estandarizar un método para la obtención y cuantificación de proteínas totales a 
partir de semillas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze  “tara”  de las individuos 
de poblaciones silvestres en estudio.  Estandarizar un método de obtención del patrón electroforético de las proteínas de 
reserva de las semillas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze  “tara”  de los 
individuos de las poblaciones silvestres en estudio.  Verificar si existen diferencias o similitudes de los patrones electroforéticos de las 
proteínas de reserva de las semillas entre los individuos de las poblaciones 
silvestres bajo estudio.  Determinar las posibilidades de uso de las proteínas de reserva de la semilla como 
marcadores de la diversidad genética en las poblaciones silvestres de Caesalpinia 
spinosa (Molina) Kuntze  “tara”.   
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
VI.1. Materiales 
 
VI.1.1. Material biológico 
 
El total de muestras evaluadas correspondió a 18 árboles de Caesalpinia spinosa (Molina) 
Kuntze, de las localidades de Junín, Ayacucho y Cajamarca, eligiéndose 6 árboles por 
localidad, de los cuales se colectaron 5 infrutescencias maduras para obtener como 
mínimo 30 semillas por árbol. Se tomaron datos de latitud, longitud y altitud de cada uno 
de los árboles los cuales se encuentran indicados en la tabla 3, tabla 4 y tabla 5. 
 
Figura 1: Mapa del lugar de colecta en Junín obtenida mediante el programa Google 
Earth. 
 
La zona de colecta se ubica en un sendero del camino que une la localidad de Tarma con 
la de Acobamba en el departamento de Junín; así, a los árboles se les asignó los códigos 
T1-T6, los cuales se indican mediante marcas amarillas en la Figura 1. 
En el caso de los individuos de Ayacucho los árboles seleccionados se encontraron en la 
zona conocida como “Lagunillas, dicha zona se encuentra hacia un lado de la carretera 
que comunica Huamanga con Huanta; así, a los árboles se les asignó los códigos A7-12, 
los cuales se indican mediante marcas amarillas en la Figura 2. 
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Figura 2: Mapa del lugar de colecta en Ayacucho, obtenido mediante el programa Google 
Earth. 
 
En el caso de los individuos de Cajamarca, los árboles seleccionados se encontraron en 
la zona conocida como “Lagunillas (Figura 3), dicha zona del valle de Cajabamba, a los 
árboles se les asignó los códigos C13-C18, los cuales se indican mediante marcas 
amarillas. 
Figura 3: Mapa del lugar de colecta en Cajamarca obtenido mediante el programa Google 
Earth. 
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VI.1.2. Materiales de laboratorio 
a) Materiales de vidrio o plástico 
- Beaker de 250 ml 
- Envases de pirex de 250, 500 y 1000 ml 
- Probetas de 100 ml 
- Tubos de microcentrífuga 
- Tips de 1000 µl ,100 µl y 10µl 
b) Reactivos  
- Acrilamida  
- Bisacrilamida 
- Sodio Dodecil Sulfato (SDS) 
- Persulfato de Amonio (APS)  
- TEMED 
- Glicina 
- Azul de comassie R-250 Sigma 
- Ácido acético 
- Isopropanol 
- Agua destilada 
- Glicerol 
- 2 –βmercaptoetanol 
- Azul de bromofenol 
- Marcador de peso molecular para proteínas (NEB #P7703) 
- Urea 
- Reactivo de Biuret de Sigma ® 
 
c) Equipos y Aparatos 
- Agitador magnético 
- Congeladora 
- Centrifuga 
- Medidor de pH 
- Micropipetas de 10, 200 y 1000 µl 
- Refrigeradora 
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- Camára de electroforesis vertical BioRad Mini-PROTEAN II Electrophoresis 
Cell 
- Fuente de poder 
- Cámara Fotográfica Fujifilm Modelo: FinePix HS30EXR 
- Espectrofotómetro 
d) Otros 
- Guantes 
- Mascarillas 
- Caja de papel aluminio 
- Espátula 
- Papel toalla 
- Parafilm 
- Gradilla para tubos de microcentrífuga 
 
VI.2. Metodología 
 
VI.2.1. Obtención de las semillas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze 
“tara” 
 
Se colectaron al menos 6 infrutescencias (vainas) por árbol de “tara” de tres localidades 
del Perú: Cajamarca, Ayacucho y Junín, de un total de 6 árboles por población. Como 
criterio de colecta se eligieron árboles sanos, libres de patógenos, con vainas maduras 
(de color rojizo o anaranjado); el mejor momento para recolectar los frutos (vainas) es 
cuando tienen un color rojizo y al agitarlos con la mano las semillas rebotan con las 
paredes del endocarpio; asimismo, al apretarlos en la mano el pericarpio se rompe. Las 
vainas se tomaron de ramas ubicadas en la porción media del árbol. De cada localidad se 
colectó un ejemplar de referencia (“Voucher”). Estos ejemplares se depositaron en el 
Herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. 
Dicha institución emitió el respectivo certificado de depósito (Anexo IV-VI), asimismo los 
números de depósito se mencionan en la tabla 6. 
En adelante para el presente estudio,   a las muestras de Junín se las nombraran como 
“Junín o Tarma”, las de Huamanga como “Ayacucho” y a las de Condebamba como 
“Cajamarca”. 
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VI.2.2. Obtención de la harina de semillas de “tara” 
Las semillas fueron esterilizadas en 10% (v/v) clorox ®  por 5 min, de acuerdo a una 
modificación del protocolo de Mondal (Mondal et al., 2000). Después de enjuagarlas en 
agua destilada por media hora, las semillas fueron secadas sobre papel toalla a 37°C por 
24 horas. Luego se procedió a moler aproximadamente 30 semillas por planta usando un 
molino casero, hasta obtener un polvo fino el cual fue guardado en refrigeración hasta el 
momento de la extracción proteica. 
VI.2.3. Obtención del extracto proteico de harina de semillas de “tara” 
Para la extracción de proteínas totales se utilizaron 20 mg de harina procedente de 
semillas individuales a la que se añadieron 400 μl de solución de extracción (Rajan et al, 
2012), realizándose ligeras modificaciones, el cual contiene 0.5M Tris-HCl (pH 8.0), 0.2% 
SDS, 5M úrea y 1% 2-mercaptoetanol, glicerol al 10 % (v/v). Las muestras se 
centrifugaron a 14500 rpm por 5 min, se obtuvo 300 µl del sobrenadante en el cual se 
encontraban las proteínas. Se tomó una alícuota de 200 µl para el ensayo de 
cuantificación y el resto se destinó para la electroforesis SDS-PAGE.  
VI.2.4. Cuantificación del extracto proteico de semillas de “tara” 
Se tomaron 100 µl del extracto proteico por tubo de reacción para cada una de las 18 
muestras, se adicionó 2 ml del reactivo de Biuret y se enrazó hasta 3ml con agua 
destilada; asimismo se preparó un blanco que contenía solamente el buffer de extracción 
y tanto las muestras como los blancos se prepararon por duplicado. Se incubaron los 
tubos a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se realizó la lectura de la absorbancia 
a 540nm en un espectro UV mini 1240 Shimadzu, las lecturas se compararon con 
aquellas obtenidas para una curva patrón de BSA con la finalidad de determinar la 
concentración de proteínas. El análisis estadístico de los valores de cantidad de proteína 
se realizó mediante el programa SPSS v.14.0. 
VI.2.5. SDS-PAGE de la fracción soluble del extracto protéico. 
Una vez obtenido el sobrenadante proteico se agregó el amortiguador reductor y se 
colocaron las muestras en baño de agua a ebullición durante 5-6 minutos, luego se 
adicionaron 5μl del sobrenadante e igual volumen del colorante azul de Comassie al 
0,001% en un gel de poliacrilamida bifásico, consistente en un gel concentrador (4.5% de 
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acrilamida) y un gel separador (acrilamida al 15%). La electroforesis se llevó a cabo a un 
voltaje constante de 120 V por 100 minutos en una cámara BioRad Mini-PROTEAN II 
Electrophoresis Cell. Como patrón marcador de peso molecular se utilizó el marcador de 
proteínas preteñido de rango de peso (7–175 kDa) de New Englan Biolabs Inc; 
amablemente cedido por el profesor Gustavo Sandoval. Los geles fueron teñidos durante 
10 minutos en una solución de Coomasie Brilliant Blue R-250 marca SIGMA y desteñidos 
en solución decolorante (Agua: Metanol: Acido acético, 86:5:9) hasta que las bandas 
resultaron lo suficientemente nítidas como para proceder a su análisis. 
VI.2.6. Análisis densitométrico de los geles de poliacrilamida 
Los geles se retiraron de la solución decolorante y se fotografiaron mediante una cámara 
digital Fujifilm Modelo: FinePix HS30EXR. Las imágenes de los geles se analizaron para 
generar un perfil densitométrico de las bandas mediante el programa GelAnalyzer2010a, 
el cual fue exportado a una plantilla de datos Microsoft Excel v.2007 para Windows. Este 
programa relaciona la intensidad de la banda con los pixeles para estimar la cantidad de 
proteína, por lo que se utilizó como valores de referencia de concentración los  valores de 
0.1 a 0.2 mg/ ml del marcador de peso molecular (según datos del fabricante). Así, la 
banda más intensa correspondería al valor máximo de concentración y la banda menos 
intensa al valor mínimo. La detección de las bandas en los carriles de los individuos 
analizados fue posible cuando el  valor de intensidad superó al de la banda menos intensa 
del marcador de peso molecular. 
VI.2.7. Análisis fenético de los resultados 
Se calculó el peso molecular para cada banda con base en el valor de  su movilidad 
relativa (Rf) y los correspondientes a las proteínas utilizadas como marcadores 
estándares. Para esto se obtuvo una curva patrón, graficando en el eje de las abscisas los 
pesos moleculares de las proteínas marcadoras y en el de las ordenadas los valores 
correspondientes de sus Rf. El peso molecular de cada una de las bandas se estimó 
interpolando en la curva patrón, los valores de Rf de cada banda de proteína calculado 
directamente de los electroferogramas. 
Cada banda de proteína se trató como un carácter cualitativo y se construyó una matriz 
de datos basada en la presencia o ausencia de las bandas de las diferentes proteínas, 
dicha matriz fue construida mediante el programa Ms Excel de Windows 2007. La matriz 
de datos anterior sirvió de base para el análisis fenético de Cluster, usando el programa 
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de cómputo NTSyS-pc versión 2. 11X. Las relaciones entre los individuos se interpretaron 
a partir del fenograma obtenido. 
Asimismo se calculó el índice polimórfico para cada una de las localidades, mediante la 
siguiente fórmula (Marshall y Allard, 1970), donde pi es la frecuencia de la iésima banda y 
n es el número de bandas para cada población, el IP varía de 0 a 0.25. 
(Índice Polimórfico) IP =∑pi(1-pi) 
n 
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VII. RESULTADOS 
 
VII.1. Cuantificación de proteínas mediante el método de Biuret. 
La cantidad de proteínas (CP) determinada para cada uno de los individuos se expresó en 
miligramos de proteína por miligramo de harina de “tara”. En la localidad de Junín, el 
individuo 5 (T5)  fue el que tuvo la máxima cantidad de proteína (0.105), mientras que los 
individuos 3 y 4 (T3 y T4) tuvieron la mínima cantidad (0.065). Además, en la localidad de 
Ayacucho, el individuo 4 (A10) fue el que tuvo la máxima cantidad de proteína (0.130), 
mientras que el individuo 1 (A7) tuvo la mínima cantidad. Finalmente, en la localidad de 
Cajamarca el individuo 2 (C14) fue el que tuvo la máxima cantidad de proteína (0.130), 
mientras que el individuo 6 (C18) tuvo la mínima cantidad. (Tabla 7) 
Con la finalidad de poder comparar la cantidad de proteína de harina de “tara” con aquella 
que se reporta en la literatura, se expresó los valores de concentración de proteínas en g 
por cada 100g de harina; así,  los valores promedios encontrados de concentración de 
proteínas para Tarma, Ayacucho y Cajamarca fueron 8 g /100 g,  10.5 g /100 g y 11.3 
g/100 g respectivamente, dichos valores son menores a los valores estimados mediante 
análisis proximal obtenidos por (Fernández, 2008). 
VII.1.1. Resumen de los estadísticos descriptivos 
En la  tabla8 se visualizan los estadísticos descriptivos que caracterizan a la muestra bajo 
estudio. CP_harina representa la cantidad de proteína en miligramos por miligramo de 
harina de “tara”, la cantidad promedio en miligramos de proteína por miligramo de harina 
para Junín fue de 0.088±0.18, para Ayacucho fue de 0.105 ± 0.20 y para Cajamarca fue 
de 0.113 ± 0.14.  
En la figura 4 se tiene los diagramas de cajas para cada una de las localidades, los 
mismos  que fueron  construidos en función de la cantidad de proteínas en miligramos por 
miligramos de harina de semilla de “tara”. Así, se observa que los individuos de la 
localidad de Junín presentan una mayor variación en la cantidad de proteínas y en 
promedio menor cantidad de las mismas cuando se comparan con los individuos de las 
localidades de Cajamarca y Ayacucho. 
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Figura 4: Diagrama de cajas de la concentración de proteínas en la harina de tara de 
Junín, Ayacucho y Cajamarca. 
 
VII.1.2. Pruebas estadísticas 
VII.1.2.1. Normalidad de los datos. 
1. H0: La cantidad de proteínas tiene distribución normal 
H1: La cantidad de proteínas no tiene distribución normal 
2. α=0.05 (5%) 
Se procedió a realizar una prueba para verificar si la cantidad de proteínas tiene 
distribución normal. Se utilizó la prueba de Shapirowilks dado que la cantidad de datos es 
menor a 30. Notamos que el nivel de significancia es mayor que 0.05, lo cual indica que 
los datos de las tres localidades tienen  distribución normal. (Tabla 9) 
VII.1.2.2. Homogeneidad de varianzas 
1. H0: Las varianzas son homogéneas 
H1: Por lo menos dos varianzas no son homogéneas. 
2. α=0.05 (5%) 
Mediante la prueba de Levene se estableció si existía variabilidad en la cantidad de 
proteínas, dado que el p-value es mayor que 0.05 no se rechazó la hipótesis nula al 95% 
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de intervalo de confianza, por lo que las varianzas fueron homogéneas entre las tres 
regiones. (Tabla 10) 
VII.1.2.3. Análisis de varianza 
1. H0: La concentración promedio de proteínas son iguales entre las tres localidades. 
H1: Por lo menos dos localidades difieren en la concentración promedio de 
proteínas. 
2. α= 0.05 (5%) 
Mediante la prueba de Anova se estableció que  el promedio de la concentración de 
proteínas entre las tres localidades es igual con un nivel de significancia de 0.05 (Tabla 
11) 
VII.2. Electroforesis de Proteínas Totales 
Durante la estandarización de las condiciones de electroforesis, se determinó que mayor 
número de bandas se observaba en geles de poliacrilamida al 15% no encontrándose 
diferencias entre las condiciones reductoras y no reductoras. 
Las proteínas de reserva de semillas fueron analizadas a través de un gel de 
poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE 15%). El valor de Rf entre diferentes individuos varió 
de 0.033 a 0.704 (ver Tabla 14). El valor representa la movilidad de la proteína en la 
superficie del gel. El polimorfismo se observó en 4de 5 regiones en que se dividió el gel: 
muy alto (regiónA), alto (región B), medio (región C)  y bajo (región D). Se encontró un 
total de 22  bandas que fueron numeradas según el orden de movilidad creciente. Los 
patrones electroforéticos de cada individuo se construyeron considerando como presentes 
tanto a bandas constantes, como a aquéllas que presentaron variabilidad. Las bandas de 
la región E fueron exactamente iguales en los 18 individuos, así, las bandas 18, 19, 20, 21 
y 22; cuyos rangos de peso respectivamente son: 36-33kDa, 29-26 kDa, 25-22kDa, 20-
17kDa, 15-12kDa, pueden considerarse características de la especie ya que fueron 
constantes en todos los individuos estudiados, dichas proteínas oscilan entre 36 y 12 kDa, 
cabe mencionar que la banda 22 en el individuo T4 (Tarma 4) y la banda 20 de individuo 
A12 (Ayacucho 12) estaban ausentes. Además las bandas más abundantes corresponden 
a 110-100, 68-53, 36-33 y 20-12 kDa. (Tabla 1) 
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Tabla 1: Rango de Peso Molecular por regiones en  gel de SDS-PAGE 15%. 
 
Región Rango de Peso Molecular 
Valores Promedio 
de Rf % observación 
Región A            
> 175 
>191 0.0330 5.56 
181-190 0.0375 22.22 
171-180 0.0539 66.67 
Región B            
161-170 0.0669 61.11 
151-160 0.0840 55.56 
141-150 0.0903 16.67 
131-140 0.1140 27.78 
121-130 0.1374 72.22 
111-120 0.1483 27.78 
100-110 0.1864 77.78 
95-98 0.1945 22.22 
91-94 0.2185 11.11 
Región C            
65-68 0.3080 50.00 
61-64 0.2685 50.00 
Región D             
57-60 0.3307 77.78 
53-56 0.3368 22.22 
46-49 0.3880 11.11 
Región E 
33-36 0.4571 100.00 
26-29 0.5220 100.00 
22-25 0.5629 94.44 
17-20 0.6217 100.00 
12-15 0.7038 94.44 
 
En las figuras 5 y 6 se describen los patrones electroforéticos de todas las muestras y del 
marcador de peso molecular. Los patrones de proteínas obtenidos por el método de SDS-
PAGE poseen un número de bandas que abarca la totalidad del rango de pesos del 
marcador de peso molecular. Además, las bandas más abundantes en la localidad de 
Tarma son las de 98-95, 64-61, 56-53 y 36-33 KDa; en la localidad de Ayacucho son las 
de 110-95, 68-53, 33-36 y 15-12 kDa; y en la localidad de Cajamarca son las de 100-110, 
68-57, 36-33 y 20-12 KDa.  
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En el gel de la figura 5, la letra M representa el marcador de peso molecular (carril 1); del 
carril 2 al 4 se encuentran los individuos de Ayacucho (A9, A8 y A7) y desde el carril 5 al 
10 se encuentran los individuos de Tarma (T6, T5, T4, T3, T2 y T1). Las bandas más 
abundantes se encuentran en la región B, C y D. 
 
 
Figura 5: Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%, 1: Marcador, 2-4: Ayacucho, 5-10: 
Tarma. 
 
En el gel de la figura 6, la letra M representa el marcador de peso molecular (carril 1); del 
carril 2 al 4 se encuentran los individuos de Ayacucho (A10, A11 y A12) y desde el carril 5 
al 10 se encuentran los individuos de Cajamarca (C13, C14, C15, C16, C17 y C18). Las 
bandas más abundantes se encuentran en la región B, C y D. Además en los carriles 9 
(C17) y 10 (C18) se ha indicado mediante flechas la presencia de una banda de peso 
molecular de aproximadamente 91-94 kDa. 
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Figura 6: Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%, 1: Marcador, 2-4: Ayacucho, 5-10: 
Cajamarca. Las flechas señalan bandas únicas para individuos de Cajamarca. 
 
Al calcular el índice polimórfico para cada procedencia. Se observó que las poblaciones 
de Tarma, Ayacucho y Cajamarca tienen un índice polimórfico de 0.154, 0.162 y 0.090 
respectivamente. 
En el dendrograma obtenido mediante el análisis de agrupamiento (UPGMA), se observa 
que todos los individuos de una misma localidad no se encuentran agrupados formando 
un solo clúster. Así, el dendograma muestra dos grupos principales con un 50% de 
homología (clúster 1 y 2). El grupo1 es el más pequeño con 5 genotipos (Tarma1, 
Tarma2, Tarma6, Ayacucho 8 y Ayacucho 9), mientras que el grupo 2 es el más grande 
tiene 13 genotipos. El grupo2 está además subdividido en dos subgrupos I y II con 64% 
de homología. El subgrupo I está conformado por los individuos Tarma 3 y Tarma 4. El 
subgrupo II está conformado por 11 genotipos. El subgrupo II se divide además en dos 
subgrupos, el subgrupo A que consta de un individuo de Tarma y uno de Cajamarca 
(Tarma 5 y Cajamarca 13) y el subgrupo B cuenta con 11 genotipos. (Figura 7) 
 3
4
 
  
Figura 7 : Dendrograma de distancia obtenido mediante el programa NTSyspc, v 2.11x, se utilizó el coeficiente de 
distancia de Jaccard. 
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Durante la presente investigación la división de 18 genotipos enteros en sólo dos grupos 
principales y la convergencia de los 13 individuos en un grupo, refleja el bajo nivel de 
variabilidad genética. Este bajo grado de heterogeneidad puede ser debido a su estrecho 
fondo genético. 
Se ha podido identificar además bandas únicas para algunas localidades, así por ejemplo  
dos de los individuos (C17 y C18) de Cajamarca presentan una banda en el rango de 
peso molecular de 91-94 kDa, los individuos (C16 y C17) presentan una banda en el 
rango de peso molecular de 46-49 kDa. Además, la banda de 191 kDa está presente en el 
individuo C15 y la banda 65-68 kDa es común entre los individuos de Ayacucho y 
Cajamarca. 
En la tabla 2, se describen las familias de proteínas que corresponderían con las bandas 
identificadas, la fracción convicilina podría estar representada por las bandas de la región 
C: 68-61kDa; la subunidad “a” la fracción legumina (11S) abarcaría el rango de pesos 
moleculares de 49 a 33 kDa y la subunidad “b” de la fracción legumina abarcaría el rango 
de pesos moleculares de 29 a 17 kDa; además se evidencia solapamiento entre 
leguminas y vicilinas. Finalmente, en la última columna se muestra la frecuencia de cada 
banda en los 18 individuos, se observó variabilidad entre los individuos de una misma 
procedencia en algunas de ellas, siendo otros genéticamente homogéneos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3
6
 
  
Tabla 2: Matriz de datos de presencia-ausencia de las bandas para cada individuo 
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VIII. DISCUSIÓN 
 
El método de cuantificación de proteínas utilizado permitió identificar valores menores a 
los valores estimados mediante análisis proximal,  obtenidos por Fernández (2008), cabe 
mencionar que el método de Biuret no detecta nitrógeno de fuentes no proteicas o no 
peptídicas como si lo hace el análisis proximal, por lo que es de esperar que la cantidad 
de proteína estimada por el método de Biuret sea menor. 
Dentro de una misma localidad, algunos individuos presentaron una mayor variación en la 
concentración proteica con respecto al promedio dentro de la localidad; siendo los 
individuos de Cajamarca los que presentaron mayor concentración de proteínas y los de 
Tarma los que presentaron menor concentración; es decir, existe variación individual. Sin 
embargo, las diferencias en la variación de la concentración conforme a la prueba de 
homogeneidad de varianzas  no son significativas. Cabe mencionar que estas diferencias 
en la cantidad de proteínas podrían de alguna forma influir en el poder germinativo de las 
mismas. Según Perry (1984), la capacidad germinativa de una semilla depende de su 
composición química. Esto se confirma con Besnier (1990), quien afirma que el 
comportamiento de las semillas producidas en lugares diferentes es influido por el 
contenido de proteínas y Donoso (1997), quien opina que la zona de procedencia de una 
semilla es importante, por presentar factores ambientales bióticos y abíoticos, que 
determinan su germinación, supervivencia o su muerte, sobre todo los últimos que están 
relacionados con las variaciones del clima, suelo y son los que caracterizan el hábitat de 
las semillas. Además Moreira y Nakagawa (1988), establecieron que el lugar donde se 
produce una semilla puede provocar grandes modificaciones en la composición química 
cuantitativa de la misma, considerando que el contenido proteico de las semillas tiene 
influencia sobre la germinación.  Así, la  variación en la concentración de proteínas podría 
estar relacionada con la capacidad germinativa individual. 
Luego de haber explicado el porqué de la variación en la concentración proteica, es 
importante mencionar que los estudios mencionados principalmente señalan diferencias 
cuantitativas, lo cual no se evidenció en este trabajo, más aún, las proteínas de semilla se 
caracterizan por un alto grado de polimorfismo, limitada influencia del medio ambiente en 
su patrón electroforético, el control genético simple, una base molecular compleja por la 
diversidad genética y homologías entre las proteínas de reserva que se extienden a través 
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de taxones (Gepts, 1990). Es por ello que las diferencias en el patrón electroforético 
reflejarían en gran medida diferencias en el genotipo. 
Como antecedentes al estudio electroforético, en los ensayos pilotos (no son parte de 
este estudio) se elaboró geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% tanto en condiciones 
reductoras y no reductoras. En dichos ensayos, no se evidenció diferencias significativas 
en el número de bandas, ya que las proteínas más abundantes en las leguminosas son 
las globulinas, y este tipo de proteínas son deficientes en cisteína y metionina (Shewry, 
1995), y son precisamente las císteinas las que están involucradas en la formación de 
puentes disulfuro, lo cuales son reducidos en presencia de β-mercaptoetanol (agente 
reductor). 
Los patrones de proteínas de semilla de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, obtenidos 
por el método de SDS-PAGE poseen un número significativo de bandas que abarcan 
pesos moleculares que van desde los 12 kDa hasta los 191 kDa. Nuestros resultados 
permitieron evidenciar la presencia de 22 bandas en individuos de la especie Caesalpinia 
spinosa (Molina) Kuntze, “tara”, la cual pertenece a la subfamilia Caesalpinioideae, este 
es el mismo número de bandas que permitió diferenciar 5 especies del género Bauhinia, 
también perteneciente a la Subfamilia Caesalpinoideae. (Sinha et. al. 2012). 
Al analizar el patrón electroforético se encontraron bandas de 12 a 33 kDa, que fueron 
comunes a los individuos de la especie, por ejemplo se encontró que el rango 36-33 kDa 
son comunes para todos los individuos de tara analizados, esto podría ser relevante ya 
que en 5 especies del género Bauhinia también se encontró una banda de 31.9 kDa 
(Sinha et. al. 2012), asimismo una banda de aproximadamente 33 kDa está presente en 
Delonix regia, Cassia siamea Lamk, C. occidentalis y C. fistula, todas pertenecientes a la 
subfamilia Caesalpinoideae, las mismas que se agruparon juntas circunscribiéndose en el 
grupo de Caesalpinoideae (Mondal y Mondal 2011). Además, al enumerar las bandas  por 
encima de 100 kDa en los geles de poliacrilamida al 15% se evidenció que estas bandas 
se diferenciaban en 10 kDa de la inmediata superior, este resultado es similar al estudio 
llevado al evaluar individuos del género Bauhinia Subfamilia Caesalpinioideae en donde 
se encontraron bandas que aproximadamente diferían 10 kDa, el patrón electroforético 
comprendía también un rango de pesos moleculares que van de 102 a 261 kDa (Sinha et 
al. 2012).  
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Considerando las proteínas de semillas de leguminosas se separan en un gel de 
poliacrilamida, se puede implementar uso de esta herramienta en estudios taxonómicos 
(Fox, 1967), así, sería de esperar que los organismos más emparentados 
taxonómicamente se agrupen juntos de acuerdo son su patrón electroforético. Por lo que 
en el dendrograma obtenido se analizó la formación de grupos; así,  se observó que las 
bandas de 61-64 kDa se encontraban en todos los individuos de Tarma evaluados y 
algunos individuos de Ayacucho; la banda de 46-49 kDa solamente estaba presente en 
dos individuos de Cajamarca (C16 y C17), además, en dos individuos de Cajamarca se 
observó la banda de91-94 kDa. A pesar de encontrar dichas diferencias, no fue posible 
agrupar de forma separada y homogénea al menos una de las tres localidades, pues 
individuos de Tarma se agrupan con los de Cajamarca y también con los de Ayacucho, 
ello debido a que al menos 11 de los 18 individuos comparten más bandas en común. 
Este último resultado es comparable con la presencia de un porcentaje relativamente 
elevado de genotipos (70%) con el mismo perfil de bandas (haplotipo I) al evaluar el 
polimorfismo proteico de 10 individuos de la especie Pinus hartwegii Lindl en Veracruz 
México (Iglesias y Fernández 2008). Esto sugiere entonces un cierto grado de 
consanguinidad entre los individuos,  sin embargo si es resaltante el hecho de que al 
menos uno de los grupos más grandes incluye a todos los individuos de Cajamarca. 
Por lo que existe cierta tendencia a pensar que las poblaciones de las cuales se han 
tomado estas muestras estarían muy relacionadas genéticamente. Más aún si se tiene en 
cuenta los resultados obtenidos por Balaguer en el 2011 con el objetivo de estudiar la 
posibilidad de reforestar con individuos de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, la zona 
costera de las Lomas de Atiquipa, la cual es un relicto de biodiversidad para esta especie. 
En dicho estudio se evaluó genotipos procedentes de las lomas costeras del Perú, 
Cajamarca, además de poblaciones de Colombia y Bolivia, Así dentro de los resultados 
encontró que la combinación de los dos alelos que se encuentran en cada uno de los loci 
polimórficos de microsatélites de plastidios ccSSR y cpSSR utilizando5 pares de primers, 
produjo un total de cinco haplotipos, designados A-E. En general, no hubo un patrón 
perceptible en el que la distribución de haplotipos esté relacionada geográficamente o por 
zonas ecológicas. Ninguno de los haplotipos obtenidos era exclusivo de alguno de los 
oasis de niebla (formaciones loma). Haplotipos propios sólo se encontraron en la 
población situada más al norte, San Marcos (Cajamarca). Sorprendentemente, todas las 
poblaciones peruanas compartieron el haplotipo más frecuente (B), pero ninguno de los 
haplotipos del Perú se encontró en Colombia o Bolivia. Un análisis de la varianza 
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molecular (AMOVA) para las poblaciones peruanas demostró que el 93% de la diversidad 
genética total se produjo dentro de las poblaciones, mientras que sólo el 7% fue atribuible 
a la variación entre las poblaciones. En nuestro estudio también se observó cierta 
tendencia al agrupamiento de los individuos de Cajamarca (Grupo I, en el dendrograma). 
Sin embargo no se distinguieron totalmente de los individuos de Tarma y Ayacucho. 
Respecto al tipo de proteínas que se encuentran en los individuos analizados de 
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, se observó que las bandas más abundantes 
correspondían a 110-100, 68-53, 36-33 y 20-12 kDa. Las proteínas albúminas son un 
componente menor y las globulinas son un componente mayor de las proteínas 
contenidas en las semillas de leguminosas (Ahmed et al., 1995). Las globulinas de 
reserva contienen dos clases principales de proteínas, designadas como leguminas 
(globulinas 11S)  y vicilinas (globulinas 7S)  (Derbyshire et al, 1976; Vitale y Bollini, 1995), 
además las convicilinas también se encuentran dentro de las globulinas 7S.  La 
composición de sus subunidades varía entre las especies de leguminosas. Así podemos 
asumir que la banda de 68-53 correspondería a las convicilinas, tal como fue reportado 
por Cevedo (2003) al estudiar las proteínas de reserva de la semilla de Pisum sativum L., 
quien encontró a las convicilinas en el rango de 97 a 66 kDa; además según lo reportado 
por Tztzaikas et al., 2004, las convicilinas tendrían un peso aproximado de 70 kDa 
Las leguminas  son el componente mayor de las proteínas de reserva no sólo de la 
mayoría de leguminosas sino también de otras dicotiledóneas e incluso algunos cereales.  
(Muntz 1998). Dentro de las leguminas se encuentran dos grupos de 60- 65 kDa, el más 
abundante  y de 80 kDa. Cada polipéptido de legumina tiene un péptido señal para 
importarlo dentro del retículo endoplasmático (RE), el cual es removido 
cootranslacionalmente cuando se traslada al RE. Subsecuentemente, el polipéptido de 
legumina forma trímeros los cuales son transportados a un compartimento prevacuolar, 
aquí son procesados por enzimas vacuolares que permiten obtener polipéptidos de 40 y 
20 kDa los cuales se unen por un enlace disulfuro. En el presente estudio se han 
identificado bandas de 46-49 y de 17-20 kDa, considerando que este ensayo se realizó en 
condiciones denaturantes se podría especular que se trataría de la subunidad mayor 
ácida (46-49 kDa) y de la subunidad menor básica (17-20 kDa). 
Además se han obtenido bandas que van de 12 a 36 kDa cuyos valores son similares a 
las subunidades vicilinas de la arveja que se sintetizan inicialmente como grupos de 
aproximadamente 47 kDa y 50 kDa, pero que al sufrir proteólisis y glicosilación 
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postraduccional dan origen a subunidades que van de 12.5 a 33 kDa (Casey et. al, 1986, 
1993, por lo que se podría interpretar que estas bandas de 12 a 36 kDa corresponden a 
las vicilinas. Sin embargo, considerando que en el presente estudio no se ha fraccionado 
las albúminas de las globulinas podría existir cierto solapamiento, inclusive podría existir 
solapamiento entre las leguminas y vicilinas dentro del rango de peso molecular 36-22 
kDa, pues tal como reportó Cevedo (2003), el tipo de proteínas seminal de Pisum sativum 
cuyo rango de peso va de 30-20 kDa comprende tanto a las β-leguminas como a las 
vicilinas de menor peso molecular. 
La uniformidad en los perfiles electroforéticos a nivel de las bandas de 36 a 12 kDa en los 
resultados concuerda con lo manifestado por otros autores con relación a que dichos 
perfiles son caracteres taxonómicos útiles (Badr, 1995; Sánchéz-Yelamo, et al., 1995). 
Pues estas bandas al ser propias de todos los individuos estudiados podrían caracterizar 
a la especie Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.  
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IX. CONCLUSIONES 
 
1. La cantidad de proteínas de reserva de la semilla de Caesalpinia spinosa (Molina) 
Kuntze“tara” de las localidades estudiadas es independiente y no guarda relación 
con la zona de procedencia. 
 
2. Las proteínas de reserva de la semilla de “tara” evidencian que existe un acervo 
genético común entre las localidades de Tarma, Ayacucho y Cajamarca. 
 
3. El patrón electroforético de las proteínas de reserva de las semillas de “tara” 
analizadas permite identificar su procedencia geográfica. (Cajamarca). 
 
4. Las proteínas leguminas  y vicilinas en Caesalpinia spinosa(Molina) Kuntze son 
menos polimórficas, sin embargo las convicilinas evidenciarían mayor grado de 
polimorfismo. 
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X. RECOMENDACIONES 
 
1. Se recomienda aumentar el tamaño de muestra para poder comprobar hipótesis 
poblacionales en Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze. 
 
2. Se recomienda realizar la electroforesis SDS PAGE de fracciones globulinas y 
albúminas de proteínas de semillas, para establecer mayor número de diferencias 
entre los individuos. 
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XII. ANEXOS 
 
XII.1. Anexo I: Tablas 
Tabla 3: Datos de colecta de los individuos de Junín 
Localidad  Individuo Código Longitud O Latitud S Altitud msnm 
Junín-Tarma  
 
Planta 1 T1 75° 41' 33.1512" 11° 23' 29.9682" 3045 
Planta 2 T2 75° 41' 31.0122" 11° 23' 33.0684" 3050 
Planta 3 T3 75° 41' 30.8832" 11° 23' 33.8172" 3052 
Planta 4 T4 nd Nd 3045 
Planta 5 T5 75° 41' 30.9588" 11° 23' 38.4072" 3045 
Planta 6 T6 75°41' 25.1802" 11° 23' 49.6818" 3044 
*nd: no se tomaron datos 
Tabla 4: Datos de colecta de los individuos de Ayacucho 
Localidad Individuo Código Longitud O Latitud S Altura msnm 
Ayacucho – 
Huamanga 
(Lagunillas) 
Planta 7 A7 74° 13' 38.0496” 13° 4' 47.301" 2471 
Planta 8 A8 74° 13' 34.1322" 13° 4' 47.1252" 2472 
Planta 9 A9 74° 13' 37.9488" 13° 4' 47.496" 2454 
Planta 10 A10 74° 13' 34.557" 13° 4' 48.9498" 2469 
Planta 11 A11 74° 13' 39.6402" 13° 4' 48.2478" 2469 
Planta 12 A12 74° 13' 39.3096" 13° 4' 48.2154" 2468 
 
Tabla 5: Datos de Colecta de los individuos de Cajamarca 
Localidad  Individuo Código Longitud O Latitud S Altura msnm 
Cajamarca (Valle 
de Cajabamba-
Condebamba)  
Planta 13 C13 78° 8' 4.44" 7° 34'  49.86" 2051 
Planta 14 C14 nd Nd nd 
Planta 15 C15 78° 8' 4.40" 7° 34' 49.86" 2855 
Planta 16 C16 nd Nd nd 
Planta 17 C17 78° 8' 6.72" 7° 34' 52.86" 2128 
Planta 18 C18 nd Nd nd 
*nd: no se tomaron datos 
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Tabla 6: Datos de colecta de los individuos de Ayacucho. 
Número de 
depósito 
Procedencia Latitud Sur Longitud Oeste Altitud 
(msnm) 
USM 260516 Junín-Tarma 75° 41'  33.1512" 11° 23' 29.9682" 3045 
USM 273458 Ayacucho-
Huamanga 
74° 13'  38.0496" 13° 4' 47.301" 2471 
USM 260515 Cajamarca-
Condebamba 
78° 8' 4.44" 7° 34' 49.86" 2051 
 
Tabla 7: Cantidad de proteína en la harina de semilla de tara. 
Localidad N° de 
individuo Código 
Expresada en mg de proteína / mg de Harina 
de semilla 
Junín Individuo 1 T1 0.103 
Individuo 2 T2 0.098 
Individuo 3 T3 0.065 
Individuo 4 T4 0.065 
Individuo 5 T5 0.105 
Individuo 6 T6 0.088 
Ayacucho Individuo 1 A7 0.078 
Individuo 2 A8 0.090 
Individuo 3 A9 0.097 
Individuo 4 A10 0.130 
Individuo 5 A11 0.123 
Individuo 6 A12 0.110 
Cajamarca Individuo 1 C13 0.107 
Individuo 2 C14 0.130 
Individuo 3 C15 0.128 
Individuo 4 C16 0.115 
Individuo 5 C17 0.100 
Individuo 6 C18 0.098 
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Tabla 8: Principales estadísticos descriptivos de los individuos bajo estudio 
 
 
Tabla 9: Resumen Estadístico de la prueba de normalidad 
 
 
Tabla 10: Resumen estadístico de la prueba de homogeneidad de varianzas 
 
 
Tabla 11: Resumen estadísticos de la Prueba de Análisis de Varianza 
 
 
Estadístico gl Sig.
Junin
.832 6 .112
Ayacucho
.965 6 .860
Cajamarca
.896 6 .350
CP_harina
Pruebas de normalidad
Departamento
Shapiro-Wilk
*. Este es un límite inferior de la significación verdadera.
a. Corrección de la significación de Lilliefors
h Junin
Ayacucho
Cajamarca
CP_harina
Departamento
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XII.2. Anexo II: Figura 8 - Figura 14 
Figura 8: Árbol de Tara de la localidad de Cajamarca-Individuo C18. 
 
 
 
Figura9: Semillas T1-T6 y A7-A9  Figura 10: Semillas A10-A12 y C13-C18 
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Figura 11: Medición del pH del Buffer Stacking (Tris-HCl pH 8, 1.5M) 
 
 
 
Figura12: Cuantificación de proteínas por el método de Biuret 
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Figura 13: Preparación de gel de poliacrilamida 
 
 
 
 
Figura 14: Muestras sembradas en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% 
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XII.3. Anexo III: Preparación de Reactivos 
 
Reactivos del Buffer de Extracción de Proteínas 
Para un volumen final de 56ml 
Reactivo Volumen a tomar Concentración final 
Tris-HCl 1.5M 18.67 ml 0.5M 
SDS al 10% 1.12 ml 0,2% 
Urea 8M 35 ml 5M 
2-mercaptoetanol 20% 2.8 ml 1% 
Glicerol 10% 5.6 ml 10% 
 
Reactivos de Electroforesis 
APS 10% 
Se pesa 1 g de persulfato amónico y se lleva a 10 ml de agua bidestilada. Se disuelve 
bien, se filtra y se hacen alícuotas de 200 µl, se rotulan y congelan a -20ºC. 
Azul de Coomassie 
Reactivos 
– 450 ml etanol al 96% 
– 50 ml ácido acético glacial,  
– 2.5 g de Azul de Coomassie 
– 500 ml de agua destilada 
Preparación: 
– Mezclar agua, ácido acético y etanol. Medir con probeta 
– Añadir el azul de coomassie y mezclar bien. Agitar durante toda la noche 
para que el tinte se disuelva bien. 
– Filtrar  
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– Guardar en bote ámbar y evitar exposición a la luz. 
Desteñidor de geles 
Medir en una probeta 860 ml de agua destilada y transvasar a un recipiente de 1 L 
etiquetado como “desteñidor de geles”. 
Medir en una probeta 50 ml de metanol y transvasar al recipiente de 1 L etiquetado como 
“desteñidor de geles”. 
Medir en una probeta 90 ml de ácido acético y transvasar al recipiente de 1 L etiquetado 
como “desteñidor de geles”. 
Homogeneizar la mezcla, cerrando el recipiente e invirtiéndolo un par de veces. 
Solución de monómeros de acrilamida: 
29,2 g acrilamida; 0,8 g bis-acrilamida; disolver en agua desionizada y aforar a 100 ml. 
Filtrar y guardar en botella ámbar de vidrio, en refrigeración (<1 mes). 
Amortiguador del gel separador (inferior): 
18,15 g Tris; disolver en ~60 ml de agua, ajustar a pH 8,8 con HCl, aforar a 100 ml. 
Guardar en refrigeración. 
Amortiguador del gel compactador (superior): 
3,0 g Tris; disolver en ~60 ml de agua, ajustar a pH 6,8 con HCl, aforar a 100 ml. 
Guardar en refrigeración. 
Solución de SDS: 
1,0 g duodecilsulfato de sodio; disolver en 10 ml de agua. Guardar en botella de vidrio 
a temperatura ambiente. 
Buffer de carga 2X 
0.25M Tris-HCl (pH 6.8) 20 ml de glicerol, 4 gramos de SDS, 2 mg de azul de bromofenol, 
10 ml de 2-mercaptoetanol; se enrazan a 100 ml con agua destilada. 
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Preparación del gel de poliacrilamida al 15% 
 
Gel separador 
Reactivo Volumen para 2 geles Volumen para 1 gel 
Agua destilada 2334 µl 1167 µl 
Solución de 
acrilamida/bisacrilamida 
5000 µl 2500 µl 
Buffer Tris- HCl 1.5M pH 8.8 
2500 µl 1250 µl 
SDS 10% 100 µl 50 µl 
APS 10% 50 µl 25 µl 
TEMED 20 µl 10 µl 
 
Gel Stacking 
Reactivo Volumen 
Agua destilada 2400 µl 
Solución de 
acrilamida/bisacrilamida 
600 µl 
Buffer Tris- HCl 0.5M pH 6.8 1000 µl 
SDS 10% 40 µl 
APS 10% 25 µl 
TEMED 10 µl 
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